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養（Bone marrow derived macrophages; BMDMs）を用いた。マクロファージの分化誘導には M-CSF
が必須であることから、M-CSFを産生することが知られている L929細胞を大量培養し、L929細胞
の培養上清を用意した。ICR マウスから骨髄細胞を採取し、L929 細胞上清を含む培養液で 1 週間培
養してマクロファージに分化させた。

















M-CSF（L929 細胞培養上清）にて分化誘導させたマクロファージに、LPS を添加し、3-4 時間培
養後の上清を回収した。続いて、生後 4 日齢 ICR マウスから分離・培養した関節軟骨細胞に、前述
のマクロファージ培養上清を添加し、１６時間培養後、全 RNA を抽出した。抽出した全 RNA を通
法により逆転写により cDNA を作製し、MMP13 の発現を qPCR 法にて定量測定した。また必要に






現を測定した。そして MMP13 mRNA の発現を顕著に促進させるフラクションを質量分析
（LC-ESI-MS/MS（Thermo Scientific社 LTQ Orbitrap Velos + ETD））によりショットガン解析を
行った。LPS 非刺激および LPS 刺激マクロファージの培養上清を添加した関節軟骨細胞の質量分析
結果を比較し、後者で多くのペプチド数を示した因子を、MMP13誘導因子（MMP13-I）候補とした。 
同定した MMP13-I のリコンビナントタンパク質をマウス関節軟骨細胞に添加し、MMP13 の発現
が促進されるかの検討を行った。 
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【研究経過】 





を CM LPS(-)、CM LPS(+) とした。次にマウス
関節軟骨細胞に、非添加、LPS添加、CM-LPS(-)
添加あるいは CM LPS(+)添加し、qPCR法によ







ほどと同様に関節軟骨細胞に加え、MMP13 mRNA の発現を qPCR 法にて解析した。その結果、分
子量が 50KDa 以上 100KDa 以下のフラクションに、MMP13-I 活性が存在することが認められた。
多くの炎症性サイトカインは 50kDa 以下であることから、50KDa～100KDa の未知のタンパク質が
MMP13-Iである可能性が考えられた。 
 分子量に着目することによって目的タンパク質が存在すると考えられる範囲が限定されたため、次
に CM LPS(+)と CM LPS(-)の 50KDa以上 100KDa以下のフラクションを質量分析にて解析した。
質量分析解析の結果、CM LPS(+)だけに確認されたペプチドが 32個、CM LPS(-)のみに確認された
ペプチドが 3個、両方において確認されたペプチドが 112個であった。これらの中から、CM LPS(+)
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定された。この MMP13-Ia を関節軟骨細胞培養に添加したところ、図３のように MMP13 が濃度依
存的に発現誘導された。この結果は、MMP13-Iaが新規の MMP13発現誘導因子である可能性を強く
示唆した。 
今後は引き続き、MMP13-Ia の作用機序と関節軟骨破壊における役割の解明を進めると共に、
MMP13-Ia以外の MMP13誘導タンパク質の探索および同定を目標に研究を進めていく予定である。 
 
